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1 Introducéo

Como subproduto da producdo de milho, estima-se que sejam gerados um quilograma
de residuo (palha, caule e bagaco) para cada quilograma de grdo (KIM, DALE, 2004).
Atualmente, esses residuos sdo majoritariamente utilizados para a produgdo de silagem
(ANTUNES, 2018), porém essa biomassa lignoceluldsica pode ter como destino a fabricacao
de um produto de maior valor agregado: o etanol de segunda geracéo (etanol 2G). A producéo
desse combustivel depende essencialmente de trés etapas: (1) pré-tratamento da biomassa,
para separar a lignina dos polissacarideos; (2) hidrdlise dos polissacarideos; e, (3)
fermentacdo dos acuUcares oriundos do processo de hidrdlise. A levedura Saccharomyces
cerevisiae € 0 microrganismo majoritariamente empregado em processos de fermentagdo
alcodlica, incluindo a producdo de etanol 1G (obtido, no Brasil, da fermentacdo do caldo de
cana). Contudo, essa levedura, embora seja um fermentador eficiente da glicose (o principal
produto da etapa hidrolitica), é incapaz de fermentar a xilose, 0 segundo monossacarideo mais
abundante nos hidrolisados lignocelulésicos (STAMBUK et al., 2008). Nesse sentido, passa a
ser extremamente desejavel a caracterizacdo de novas espécies de leveduras que sejam
capazes de fermentar a pentose em questdo e de garantir a mesma eficiéncia fermentativa

apresentada por S. cerevisiae diante da glicose.

2 Objetivo
Caracterizacdo do potencial fermentativo de novas linhagens de levedura da espécie
Meyerozyma caribbica diante de hidrolisados lignocelulosicos.
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*Titulo do projeto aprovado no edital n°® 1010/GR/UFFS/2018: Avaliacdo da tolerancia de leveduras selvagens
ao estresse osmotico na producédo de etanol 2G.
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3 Metodologia

Para a obtencdo do hidrolisado, 20 g de biomassa foram adicionados a 200 mL de
Ca(OH), na concentragdo de 0,2 g g lbiomassa. ESsa suspenséo foi mantida por 24 h a 50°C e
200 rpm. Na sequéncia, o pH foi corrigido para 5,0 e foram adicionados 2% do complexo
enzimético CTec2 (ML g viomassa) € 0,5% do HTec2 (ML g lbiomassa) (Novozymes A/S —
Dinamarca), e a reacdo foi mantida por 24 h a 50°C e 200 rpm.

Para a fermentacdo, trés cepas de M. caribbica foram inicialmente pré-cultivadas em
YPD (1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de glicose) até sua fase exponencial de
crescimento. Em seguida, as células foram lavadas e ressuspensas no hidrolisado de milho
(acrescido de 10,5 g L™ de extrato de levedura e 3,0 g L™ de KH2PO4, pH 5,0) de modo a
atingirem a concentracdo de ~6 g L. As fermentacOes foram realizadas a 25°C, sob 145 rpm,
durante 30 h com retirada de amostras para determinacdo do consumo de acgUcares e da
producdo de etanol. Antes da fermentacédo, parte do hidrolisado foi suplementado com xilose e
glicose de modo a se atingir ~25 g L™ de cada agticar. O consumo de agUcares e a producéo
de etanol foram determinadas em HPLC (fase mével 5 mM H2SOs, 50°C, fluxo de 0,6 mL

mint em coluna Aminex HPX-87H, e deteccao por indice de refracdo RID-10).

4 Resultados e Discusséo

As trés cepas testadas foram capazes de consumir 100% da glicose disponivel no
hidrolisado nas primeiras 4-6 horas de incubacdo, tanto nos ensaios sem suplementacdo de
acucares quanto nos ensaios com suplementacdo (Figura 1). O consumo de Xilose, por outro
lado, teve um comportamento bastante distinto: a linhagem CHAP-087 ndo foi capaz de
consumir essa pentose durante as 30 horas, enquanto as cepas CHAP-091 e CHAP-096
consumiram entre 10% e 55% do acUcar. Cabe destacar que o consumo da xilose foi maior
nos hidrolisados sem suplementacdo, com destaque para a linhagem CHAP-096, que
consumiu 6,2 g L desse monossacarideo (Figura 1-E). Esses resultados sugerem que a maior
concentracdo de carboidratos no hidrolisado suplementado pode ter aumentado o estresse
celular em vista de uma maior pressdo osmotica. De fato, ja foi verificado que esse fator pode

prejudicar o desempenho fermentativo das leveduras (KIM et al., 2013).
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Figura 1. FermentacGes em batelada de hidrolisado de caule e palha de milho sem
suplementacédo (A, C, E, G) e com suplementacdo (B, D, F, H) de acucares, conduzidas pelas
linhagens CHAP-087 (@), CHAP-091 (1) e CHAP-096 (V).
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Por ndo ter consumido a xilose, a levedura CHAP-087 produziu menos etanol em
comparagao as outras duas cepas testadas. Ja as linhagens CHAP-091 e CHAP-096, que, na
condicdo sem suplementagdo, consumiram em média 50% da xilose disponivel, produziram
até 15% mais etanol, indicando que a xilose ndo foi apenas respirada, mas também
fermentada pelas células. Isso corrobora o fato de o pico de etanol para essas leveduras
ocorrer de 2 a 6 horas apos a exaustdo da glicose, o que demonstra que parte do etanol

continuou sendo produzido quando terminou o consumo de glicose e iniciou o de xilose.

5 Concluséo

As cepas analisadas no presente trabalho indicam potencial de aplicacdo da espécie M.
caribbica na producdo de etanol 2G, uma vez que apresentaram rendimento maximo de etanol
diante da glicose (assim como se observa para S. cerevisiae) e duas delas fermentaram a
xilose disponivel no meio, o que representa uma superioridade em relacdo a levedura

atualmente empregada na producéo brasileira de etanol a partir do caldo de cana.
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